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摘要 :【 目 的] 揭示 温度 对 宿主 体内 Wolbachia 滴 度 及 其 调控 宿主 生殖 作用 的 影响 。【 方 法 】 以 感染 
Wolbachia 且 营 孤 肉 产 肉 生殖 的 食 胚 赤 眼 蜂 Trichogramma embryophagum 为 对 象 , 在 22，25，28 和 
31%C 4 个 梯度 温度 下 连 代 , 观 se 性 比 等 生物 学 特性 ;采用 实时 荧光 定量 PCR 以 
Wolbachia 、 二 磷酸 果糖 醛 缩 酶 基因 (fepA ) 和 酰胺 转移 酶 基因 
an [2 告 果 】22 和 25%C 条 件 下 连续 培养 5 代 , 食 胚 赤 眼 蜂 生 殖 
方式 均 未 发 生 改 变 ( 无 雄 蜂 出 现 ) , 且 5 代 杰 眼 蜂 群体 Wolbachia 滴 度 没有 明显 差异 ;28% 下 , 食 胚 
赤 眼 蜂 在 F 代 开 始 有 雄 蜂 出 现 , 至 下 代 雄 蜂 比 例 明显 增多 , 且 体 内 Wolbachia 滴 度 在 F, 代 开 始 下 
降 , 至 Fs 代 显 著 下 降 ;31%C 下 ,F, 代 即 有 雄 蜂 出 现 , 至 代 已 经 恢复 成 产 雄 孤 肉 生 殖 ,体内 
Wolbachia 滴 度 也 在 F, 代 开始 下 降 ,Fs 代 开 始 显著 降低 ,到 下 , 代 Wolbachia 滴 度 极 小 甚至 检测 不 
1。 【结论 】 高温 可 改变 营 孤 上 峻 产 上 峻 生殖 赤 眼 蜂 的 生殖 方式 及 体内 Wolbachia 滴 度 , 且 随 着 处 理 代 
eh em A tn 其 体内 
Wolbachia 滴 度 呈 负 相关 。 
关键 词 : 沃 尔 巴克 氏 体 ; 食 胚 赤 眼 蜂 ; 温度 ; 滴 度 ; 实时 荧光 定量 PCR 
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Temperature regulates the reproduction mode of Trichosgramma 





embryophagum ( Hymenoptera: Trichogrammatidae) by influencing the 


titer of endosymbiont Wolbachia 
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Abstract:【 Aim 】To reveal the effect of temperature on Wolbachia titer and its function in regulating the 
biological characteristics of host, the relationship between the biological indices of host and Wolbachia 
titer at different temperatures was evaluated in this study. 【 Methods 】 Trichogramma embryophagum 
wasps infected by parthenogenesis-inducing Wolbachia were cultivated under four temperature gradients 
(22, 25, 28 and 31°C ) for five consecutive generations, and the biological characteristics including the 
reproductive mode and sex ratio were observed. At the same time, the Wolbachia titer was detected by 
fluorescence quantitative real-time PCR, using the specific primers of the outer surface protein gene 


(wsp), fructose bisphosphate aldolase gene (fbpA) and glutamyl-tRNA( Gln) amidotransferase subunit B 
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gene (gatB) in Wolbachia. 【Results】 At 22 and 25°C, the reproduction mode of the total five 
generations of 7T. embryophagum was not altered, without drones appearing in culture population, and the 
Wolbachia titer also was not significantly different among five generations. At 28°C , a few of drones were 
found in F, generation and the majority of drones appeared in Fs; generation significantly, while the 
Wolbachia titer in T. embryophagum began to decline in F, generation and decreased significantly tll F; 
generation. At 31°C, in F, generation the drones appeared, and in Fs generation all T. embryophagum 
had restored to the androgenetic parthenogenetic; the Wolbachia titer began to decrease in the FF, 
generation, decreased significantly in F, generation and was not detectable by PCR in Fs generation. 
【 Conclusion 】The reproduction mode and Wolbachia titer in parthenogenetic thelytokous Trichogramma 
can be altered by high temperature, and are affected significantly with the increase of temperature and 
generation. In other words, the alteration degree of reproductive mode of Trichogramma due to high 
temperature is negatively correlated with the endoymbiont Wolbachia titer. 


Key words: Wolbachia; Trichogramma embryophagum; temperature; titer; fluorescence quantitative 


real-time PCR 


沃 尔 巴克 氏 体 Wolbachia 是 一 类 广泛 分 布 于 节 
胶 劲 物体 内 的 共生 细菌 。 在 与 宿主 的 长 期 进化 过 程 
中 , Wolbachia 可 以 通过 多 种 方式 影响 宿主 的 生殖 方 
式 , 如 细胞 质 不 亲 和 ( cytoplasmic incompatibility，CI) 
(Zabalou et ol.，2004)、 孤 雌 生 殖 (parthenogenesis 
inducing，PI) ( Stouthamer et al.，1990) 、 雄 性 的 肉 性 
化 (feminizing ) ( Rousset ef al.，1992 ) 、 雄 性 致死 
(male-killing) (Jiggins et al., 2000 ) 及 增强 肉 性 繁殖 
力 和 雄性 生育 力 (fecundity and fertility-modifying ) 
( Fleury et al., 1995 ) 等 。 在 宿主 体内 该 菌 主要 是 通 
过 母系 遗传 的 方式 垂直 传播 ( Rousset et w/.，1992 ; 



















































































实时 定量 PCR ( quantitative real-time PCR ) 方法 分 
析 了 各 代 种 群体 内 内 共生 菌 Wolbachia 的 滴 度 变 
化 情况 ,探讨 食 胚 赤 眼 蜂 生 物 学 特性 与 其 体内 PI 
Wolbachia 滴 度 间 的 关系 ,为 进一步 揭示 环境 温度 
依赖 的 Wolbachia 对 昆虫 宿主 生殖 调控 的 机 制 黄 
定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 
食 胚 赤 眼 蜂 T.， embryophagum 由 广东 省 农业 科 














Fleury ei al.，2000) ,在 种 内 、 种 间 也 存在 一 定 程度 
的 水 平 传播 ( Huigens et al., 2000)。 

Wolbachia 与 40 多 个 膜 翅 目 物种 的 孤 肉 生殖 有 
关 ( 从 斌 等 ,1998; Weeks et al., 2001) 。 研 究 发 现 ， 
孤 肉 生殖 个 体 中 Wolbachia 的 表达 受 母 体 孵育 温度 
的 影响 , 高 温 条 件 下 产生 的 雄性 个 体 增 多 
( Stouthamer et al.，1990; 张海燕 等 ,2006) , 革 些 含 
PI Wolbachia 的 瞧 性 个 体 养育 在 28% 下 ,会 产生 一 
些 间 性 个 体 (Schilthuizen and Stouthamer，1997 ) 。 
已 知 多 数 因 Wolbachia 感染 引起 的 CI 等 生殖 方式 改 
变 的 外 显 性 都 与 细 苗 的 滴 度 有 关 , 即 Wolbachia 含量 
与 宿主 生殖 方式 和 强度 正 相 关 (Kondo et al., 2005; 
Jaenike and Dyer, 2008; Cordaux et al., 2011 ) ,但 是 
关于 PI Wolbachia 的 滴 度 与 温度 方面 的 研究 鲜 有 
报道 。 

本 试验 分 析 不 同 温度 人 处 理 下 , 食 胚 赤 眼 蜂 
Trichogramma embryophagum (Hartig) 母 代 与 继 代 培 
养 种 群 5 代 的 生殖 方式 .性 比 等 生物 学 特性 ,通过 























学 院 植物 保护 研究 所 李 敦 松 研究 员 惠 赠 。 在 黑龙 江 
八 一 农 昼 大 学 农学 院 养 虫 室 用 米 蛾 Corcyra 
cephalonica( Stainton ) 卵 保 种 繁殖 30 代 以 上 ,培养 条 
件 为 23 +1%C ,RH 为 65% +5% , 光 周 期 16L:8D。 
1. 2 赤 眼 蜂 的 处 理 

挑 取 被 赤 眼 蜂 寄生 的 米 蛾 卵 , 置 于 指 形 玻璃 管 
内 ,每 管 1 粒 卵 ,用 棉花 塞 住 管 口 。4 个 温度 处 理 ， 
每 个 处 理 3 组 ,每 15 管 为 一 组 。 分 别 置 于 22, 25， 
28 和 31% 的 人 工 气候 箱 (SANYO ,日 本 ) 中 恒温 培 
养 (257 为 对 照 组 ) , 设 定 相 对 湿度 RH 均 为 75% ， 
光照 为 16L: 8D。 

取 上 述 4 个 温度 处 理 下 同期 羽化 的 食 胚 杰 眼 蜂 
各 30 头 ,分 别 置 于 指 形 玻璃 管内 进行 编号 ,每 管 1 
蜂 , 加 入 少量 25% 蜂蜜 水 (天 然 蜂蜜 与 无 菌 水 按 体 
积 比 1:3 的 比例 混合 ) ,并 提供 200 粒 左 右 新 鲜 米 蛾 
卵 的 卵 卡 (由 新 鲜 米 蛾 卵 用 天 然 桃 胺 均匀 烙 于 滤纸 
上 制 成 ,在 紫外 灯 下 照射 10 min 杀 胚 ) 供 其 产 卵 寄 
生 36 h, 之 后 分 别 放 在 4 个 温度 下 培养 ,至 卵 粒 变 黑 
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后 , 挑 取 单 粒 卵 至 新 的 指 形 玻 璃 管 中 , 待 出 蜂 后 (F。 
代 ) 随机 选取 30 头 肉 蜂 ,重复 上 述 操 作 , 连 续 处 理 5 
代 , 统 计 每 代 的 寄生 率 ( 寄 主 米 蛾 卵 变 黑 记 为 寄 
生 )、 羽 化 率 和 性 比 。 

1. 3 基因 组 DNA 的 提取 

CTAB 法 提取 赤 眼 蜂 基 因 组 DNA( 李 正 西 和 沈 
优 锐 , 2001; 柳 晓 丽 等 , 2011) 。 取 上 述 不同 温 度 培 
养 下 各 代 羽 化 24 h 后 的 肉 蜂 各 50 头 , 液 氮 速 冻 , 分 
别 置 于 含有 100 pL 裂解 液 [2% CTAB, 0.1 mol/L 
Tris-HC] (pH 8.0), 20 mmol/L EDTA, 1.42 mol/L 
NaCl ] 的 1.5 mL 离心 管 中 , -20% 冷冻 10 min ,利用 
组 织 研 磨 髓 ( Retsch ,德国 ) 进行 匀 浆 ;加 入 2.5 pL 
和 蛋白酶 K(20 mg/mL) ,65 人 水 浴 3 h, 每 20 min 震荡 
摇 匀 一 次 ;加 入 100 pL 握 仿 : 异 友 醇 (24: 1, v/v)， 
轻 摇 混 勺 ,用 微量 高 速 冷冻 离心 机 (HERLME , 德 
国 ) 12 000 r/min 离心 10 min; 取 上 清 液 ( 约 100 
HL) ,加 入 2 倍 体积 无 水 乙醇 ，- 20Y 放置 3 h， 
13 000 r/min 离心 15 min; 弃 上 清 液 , 超 净 工作 台 
(BIO-RAD ,美国 ) 风 和 干 5 ~ 10 min, 加 入 30 pL1 x 
TE 缓冲 液 溶解 。 用 凝 胶 电泳 仪 (JUNYIL ,北京 ) 和 微 
量 分 光 光 度 计 ( BioSpec-nano , 日本) 检测 DNA 质量 ， 
-207 储存 备用 。 

1. 4 靶 基 因 片 段 克隆 

采用 外 膜 蛋 白 基因 (outer surface protein gene， 
wsp ) 、 二 磷酸 果糖 醛 缩 酶 基因 (fructose-bisphosphate 
aldolase gene, foph4 ) 和 酰胺 转移 酶 基因 |[ glutamy]- 
tRNA( Cln ) amidotransferase subunit B gene, gatB | 
基因 片段 的 特异 引物 (Baldo et al., 2006) 对 上 述 食 
胚 赤 眼 蜂 样 本 进行 PCR 扩 增 (BIO-RAD ,美国 )。 
PCR 引物 序列 见 表 1。 

PCR 扩 增 体系 为 25 pL:10 x buffer 2.5 pL， 
2.5 mmol/L dNTPs 1 phL, 10 pmol/L 上 下 游 引 物 各 
1 nL, 2.0 U/L Quick Taq DNA HS DyeMix 0.5 pL 
(TOYOBO), DNA 模板 1 pL, 用 18 pL ddH;O 补足 
至 25 pL 

PCR 扩 增 条 件 :95%C 预 变性 3 min;95%C 变性 
30 s, 52 ~53% 退 火 30 s, 72% 延伸 1 min, 30 个 循 
环 ;72% 终 延伸 10 min。 

用 1.2% 的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电 泳 ,回收 、 纯 化 目 
标 片 段 , 然后 连接 T 载体 (pGM-T Vector) 
(TIANGEN, 北京 ) , 热 击 转 化 DH5 (感受 态 , 涂 布 于 
X-GCal IPTG 的 LB 若 脂 糖 平板 上 ( 含 100 pg/mL 
Carb. ) ,37% 倒置 培养 16 h。 每 个 处 理 筛选 3 ~5 个 
单 闭 落 , 经 PCR 验证 后 扩大 培养 ,用 TIANprep Mini 



































Plasmid Kit (TIANGEN, 北京 ) 提取 质粒 ,由 北京 三 
博 远 志 基 因 技 术 有 限 公司 进 行 双向 测序 。 
1. 5 实时 PCR 定量 分 析 

采用 SYBR Green 荧光 染料 法 ,利用 BIO-RAD 
CFX96™ 实 时 荧光 定量 PCR 仪 (BIO-RAD ,美国 ) 进 
行 绝对 定量 (absolute quantitative PCR ，AQ-PCR ) 检 
测 ,通过 共生 菌 wsp, gai8 与 fop4 3 个 基因 对 不 同 温 
度 下 培养 不 同 世代 的 食 胚 赤 眼 蜂 体内 Wolbachia 进 
行 定量 分 析 。 每 代 取样 3 次 ,每 个 样品 检测 3 次 , 结 
果 取 9 次 的 平均 值 ,得 到 wsp，gaiB 与 fop4 基因 组 
DNA 在 不 同 温度 和 世代 下 的 食 胚 赤 眼 蜂 体内 的 绝 
对 拷贝 数 。 

将 wsp， gatB 与 fop4 三 者 重组 质粒 用 微量 核酸 
测定 仪 (BioSpec-nano, 日 本 ) 进 行 浓 度 和 纯度 测定 ， 
按 李 丽 等 (2011 ) 方法 计算 质粒 拷贝 数 ,然后 用 
ddH:0 进行 10 倍 梯度 稀释 ,用 作 AQ-PCR 的 标准 
品 。 选 取 1x10”~1 x10 copiesXpL 的 8 个 浓度 梯 
度 作 为 模板 ,使 用 实时 奕 光 定 量 PCR 仪 CFX96 
(BIO-RAD, 美 国 ) 进行 AQ-PCR 反应 ,每 个 模板 重 
复 3 次 ,根据 荧光 值 的 变化 规律 ,系统 将 自动 生成 相 
对 应 的 标准 曲线 和 溶解 曲线 。 

AQ-PCR 反应 体系 为 25 pL: 模 板 1 pL,AQ- 
PCR 上 、 下 游 引 物 ( 表 1) (5 pmol/L) 各 0.5 pL,2 x 
SuperReal PreMix Plus (with SYBR Green 1) 
(TIANGEN, 北京 )12.5 pL,ddH,0 10.5 pL 补足 。 

AQ-PCR 反应 程序 :95% 预 变 性 153 min; 95Y 变 
性 10 s,52% (53% ) 退火 20 s,72% 延伸 30 s, 经 过 
39 个 循环 , 接 下 来 生成 溶解 曲线 ,65%C 5 s, 每 5 s 升 
温 0.5%C ,直至 到 达 95%C。 反 应 完成 后 ,得 出 每 个 找 
贝 数 所 对 应 的 Ct 值 。 

AQ-PCR 结果 用 Bio-Rad CFX Manager 软件 进 
行 数据 结果 分 析 标准 曲线 绘制 和 融 解 曲线 分 析 。 

1. 6 数据 统计 与 分 析 

统计 食 胚 赤 了 眼 蜂 的 寄生 数 、 羽 化 数 、 肉 蜂 数 、 雄 
蜂 数 等 参数 。 使 用 Microsoft Excel 2007 对 数据 进行 
整理 ,采用 SPSS 软件 (version 22.0 for Windows) 进 
行 单 因素 方差 分 析 ,Duncan 氏 检 验方 法 进行 多 重 比 
较 和 差异 显著 性 分 析 (P < 0. 05 ) , 表 和 图 中 的 数据 
均 为 平均 值 。 










































































2 结果 


2.1 不 同 温度 下 食 胚 赤 眼 蜂 的 生物 学 特性 
在 不 同 温度 下 统计 了 食 胚 赤 眼 蜂 的 生物 学 特性 ， 
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表 1 本 实验 所 用 引物 序列 信息 
Table 1 Primer sequences of Wolbachia used in the PCR and AQ-PCR 
基因 产物 引物 序列 (5 -3') 退火 温度 (%C ) 产物 大 小 (bp) 
Gene Product Primer sequence Annealing temperature Product size 

1B Clutamyl-tRNA( Gln) GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT 52 445 

a amidotransferase subunit B TCGYAAYTC RGG YAA AGATCA 
GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT 

fopA Fructose-bisphosphate aldolase 52 503 
CCRCCAGAR AAA AYYACTATTC 
. GTCCAATARSTGATGARGAAAC 

wsp Outer surface protein 53 528 


用 寄生 数 、 羽 化 率 和 雄 蜂 百 分 率 来 表示 。 结 果 见 表 
2, 由 表 2 可 知 ,25C 培养 的 食 胚 赤 眼 蜂 的 寄生 数 
(Fs ~ 下 ; 代 除 外 ) 和 羽化 率 较 22 培养 时 明显 高 ,两 

温度 下 5 代 食 胚 赤 眼 蜂 供 试 各 项 生物 学 指标 均 较 稳 
定 , 在 同一 温度 不 同 世代 之 间 差 异 不 显著 。28 仿 培 
养 食 胚 赤 眼 蜂 的 寄生 数 (F; 代 除 外 ) 与 25C 时 的 寄 
生 数 没有 明显 差异 ,而 28C 培 养 食 胚 赤 有 眼 蜂 的 羽化 
率 明 显 低 于 25 忆 时 的 羽化 率 , 且 各 世代 间 差 异 均 明 
显 ;28Y 下 食 豚 赤 有 眼 蜂 在 Fs 代 才 开始 有 雄 蜂 出 现 ， 
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至 F 代 雄 蜂 比 例 增多 至 36. 88% 。 明 显 比 25% 下 
的 食 胚 赤 眼 蜂 增 多 。 在 31 恒温 条 件 下 连续 培养 ， 
食 胚 赤 眼 蜂 的 寄生 数 和 羽化 率 较 其 他 处 理 均 显著 降 
低 , 且 随 世 代数 的 增加 而 大 幅 下 降 , 各 世代 之 间 差 异 
显著 ;了 代 即 有 雄 蜂 出 现 , 后 代 雌 性 比例 大 幅 降 低 ， 
F, 代 肉 蜂 率 仅 为 17.57% ,至 了 F, 代 已 无 肉 性 后 代 出 
现 ,由 白肉 产 雌 生殖 恢复 成 孤 雌 产 雄 生殖 ,各 处 理 间 
差异 显著 ( 表 2)。 


























表 2 不 同 温度 处 理 下 食 胚 赤 眼 蜂 的 生物 学 特性 


Table 2 Biological characteristics of Trichogramma embryophagum at different temperatures 



























































世代 寄生 的 卵 数 Number of parasitic eggs 羽化 率 Emergence rate (% ) 
Generation 22°C 25°C 28°C 31°C 22C 29 28°C 31°C 
F 89.40+ 93.50+ 90.80+ 85.30 + 85.69 + 94.98+ 92.06+ 79.50+ 
3 0.83 b(a) 1.17 a(a) 0.77 ab(a) 1.02 c(a) 0.68 c(a) 0.32 a(a) 1.70 b(a) 1.96 d(a) 
F 86.50+ 90.70+ 88.50+ 80.50 + 85.07 + 95.05 + 90.66+ 74.27 + 
4: 1.02 b(a) 1.11 a(a) 1.08 ab(ab) 1.77 c(b) 0.62 c(a) 0.55 a(a) 0.65 b(b) 1.47 d(b) 
F 87.10+ 89.80+ 87.30 + 75.40 + 85.05 + 94.76+ 90.61 + 67.62+ 
3 1.20 a(a) 1.34 a(a) 0.82 a(b) 1.84 b(c) 0.62 c(a) 0.44 a(a) 0.50 b(b) 1.12 d(c) 
F 87.00+ 89.70+ 87.10+ 51.60+ 85.61 + 95.07+ 90.25 + 38.46 + 
0.84 a(a) 1.37 a(a) 0.91 a(b) 1.51 b(d) 0.62 c(a) 0.47 a(a) 0.87 b(b) 1.16 d(d) 
F 87.20+ 90.40+ 85.60+ 17.40 + 86.00 + 94.12+ 90.64+ 13.03+ 
3 1.46 ab(a) 1.12 a(a) 1.12 b(b) 0.76 c(e) 0.56 c(a) 0.89 a(a) 0.49 b(b) 0.90 d(e) 
世代 雄 蜂 百分率 Percentage of males 
Generation 22°C 25C 28C 31%C 
F 0.00+ 0.00+ 0.00+ 0.00+ 
2 0.00 a(a) 0.00 a(a) 0.00 a(d) 0.00 a(e) 
F 0.00+ 0.00+ 0.00+ 17.56 + 
: 0.00 b(a) 0.00 b(a) 0.00 b(d) 1.09 a(d) 
F 0.00+ 0.00+ 8.35 圭 46.31 + 
3- 0.00 c(a) 0.00 c(a) 0.43 b( ce) 0.66 a(c) 
F 0.00+ 0.00+ 16.37+ 82.11 + 
. 0.00 c(a) 0.00 c(a) 0.88 b(b) 1.21 a(b) 
F 0.00+ 0.00+ 36. 88 二 100. 00 二 
2 0.00 c(a) 0.00 c(a) 0.66 b(a) 0.00 a(a) 
表 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 同行 数据 后 括号 外 不 同 字母 表示 同一 指标 在 同一 世代 不 同 温度 间 在 0. 05 水 平 上 差异 显著 (DMRT 法 ) ; 同 列 数 
据 后 括号 内 不 同 字母 表示 同一 温度 下 不 同 世 代 间 在 0. 05 水 平 上 差异 显著 (DMRT 法 ); 表 4 同 。Data in the table are mean +SE, different letters 
outside parentheses following the data in a row indicate significant difference at the 5% level in the same index of the same generation between different 


temperatures (DMRT), while different letters in parentheses following the data in a column indicate significant difference at the 5% level between 


different generations at the same temperature (DMRT). 


The same for Table 4. 
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从 表 3 可 知 , 食 胚 赤 眼 蜂 单 尖 上 肉 蜂 的 寄生 卵 粒 
数 、 羽 化 率 和 肉 雄 性 后 代 比 例 在 不 同 温度 处 理 下 都 


有 显著 差异 ,温度 和 世代 对 食 胚 赤 眼 蜂 的 生殖 力 和 
雌雄 性 后 代 比 例 存在 显著 的 交互 作用 ( 表 3) 。 











存在 显著 差异 (P <0. 05 ) , 而 在 不 同 世 代 之 间 并 未 


Ta 


表 3 食 胚 赤 有 眼 蜂 的 寄生 数 、 羽 化 率 及 后 代 性 别 的 两 因素 方差 分 析 
ble 3 Factorial ANOVA of the fecundity, emergence rate and sex ratio of Trichogramma embryophagum 


in the temperature test 











Se 寄生 的 卵 数 ( 粒 ) 羽化 率 (% ) 雄 蜂 百分比 
变异 来 源 I 
pe lf Number of parasitic eggs Emergence rate Percentage of males 
Source of variation 
F P [a P 下 P 
温度 Temperature 3 4.836 0.020 8.535 0.003 6.740 0.006 
世代 Generation 4 1.287 0.329 1.036 0.428 2.000 0.159 
泪 庶 1 
温度 * 世代 12 130.712 0 327.617 0 1 759. 504 0 


Temperature * generation 


2.2 温度 对 食 胚 赤 眼 蜂 体 内 Wolbachia 滴 度 的 影响 

2.2.1 标准 曲线 的 建立 和 回归 方程 的 设 定 :以 已 知 
浓度 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,以 基因 模板 数 的 
对 数 logSQ (起 始 拷贝 数 的 对 数值 , log starting 
quantity ) 为 横 坐 标 , Ct( cycle threshold , 为 到 达 阙 值 
时 所 经 过 的 扩 增 循环 次 数 ) 值 为 纵 坐 标 建立 坐标 
系 , 分 别 得 到 wsp，gatB 和 .jp4 3 个 基因 的 标准 曲 
线 。 线 性 回归 方程 分 别 是 :了 = - 4. 0861X + 
46.606, 了 = -4.0866X+46.85 和 Y= -4.0718X + 
46.705 ,曲线 的 相关 系数 R 分 别 为 0.996，0. 993 
和 1, 说 明 在 质粒 稀释 浓度 范围 内 具有 良好 的 线性 
关系 。 曲 线 的 扩 增 效率 天 分 别 为 96.7% , 98.3% 和 








的 产物 的 扩 增 。 其 中 ,溶解 曲线 均 表现 为 单一 的 峰 ， 
表明 引物 具有 很 好 的 特异 性 ,产物 的 Tm 值 均一 
(83.0 ~83.57 ) ,表明 扩 增 效率 一 致 。 
2.2.2 不 同 继 代 间 食 胚 赤 眼 蜂 体内 Wolbachia 滴 度 
的 变化 :对 恒温 (22, 25, 28 和 315 ) 培养 的 不 同 继 
代 瞧 成 虫 样本 体内 的 wsp，gaitB 与 foph 基因 进行 
AQ-PCR 扩 增 ,得 出 每 个 样品 Ct 值 ,然后 根据 所 对 
应 基因 的 标准 曲线 转换 成 logSQ。 以 继 代 培 养 数 为 
XX 轴 , 以 logSQ 为 了 轴 建 立 坐 标 系 ,得 到 Wolbachia 
在 不 同 继 代 间 的 定量 动态 变化 趋势 。 

从 图 1 可知 ,在 22 和 25% 时 , 食 胚 赤 眼 蜂 体 内 
wsp 基因 的 含量 很 稳定 , 随 着 代数 的 增加 并 没有 明 

















97.1% ,显示 所 建立 的 标准 曲线 能 够 准确 的 反应 目 
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的 变化 ;而 在 28 和 31%C 时 ,wsp 基因 的 含量 随 着 
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AQ-PCR 检测 Wolbachia 滴 度 在 食 胚 赤 眼 蜂 不 同 继 代 间 的 动态 变化 


Dynamic changes in Wolbachia titer between different generations of Trichoeramma embryophagum detected by AQ-PCR 


A: wsp; B: gatB; C: fopA. 
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温度 通过 影响 Wolbachia 滴 度 调控 赤 眼 蜂 生 殖 方式 
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代数 的 增加 显著 下 降 。28% 时 ,wsp 基因 的 表达 量 
在 了 代 开始 有 下 降 趋 势 ,在 Fs 代 开 始 有 较 明 显 的 
下 降 ;31%C 下 在 F 代 即 呈 显著 下 降 , 到 Fs 代 已 检测 
不 到 。 由 此 可 知 ,在 22 和 25% 时 , 食 胚 赤 眼 蜂 体内 
Wolbachia 的 滴 度 较 稳 定 , 在 28 和 31%C 时, 随 着 培养 
继 代 数 的 增加 , 食 胚 赤 眼 蜂 体 内 Wolbachia 的 滴 度 呈 
下 降 趋势 , 且 随 着 培养 温度 的 升 高 以 及 培养 时 间 的 
延长 ,其 下 降 的 趋势 越 显 著 。 

以 上 每 个 样本 均 分 别 进行 3 次 生物 学 重复 ,3 

















次 技术 重复 。 在 各 个 样本 中 ,wsp, gatB 与 fep4 3 个 
基因 的 含量 没有 明显 差别 , 且 具 有 相同 的 变化 趋势 。 
说 明 该 实验 重复 性 较 好 ,其 结果 的 可 信和 度 较 高 。 

2.2.3 食 胚 赤 眼 蜂 体 内 Wolbachia 滴 度 与 温度 的 相 
关 性 :以 各 处 理 样本 体内 wsp 基因 的 起 始 拷贝 数 的 
对 数 logSQ 为 模 坐 标 ,以 各 代 雄 蜂 百 分 率 为 纵 坐 标 建 
立 坐 标 系 ,获得 两 者 之 间 的 量化 关系 ( 表 4): 随 着 温 
度 的 升 高 ,宿主 雄 蜂 百分率 与 宿主 体内 Wolbachia 滴 
度 呈 正 相关 , 且 随 着 处 理 代数 的 增加 ,其 相关 性 越 大 。 

















表 4 ”Wolbachia 滴 度 与 食 胚 赤 眼 蜂 雄 蜂 百分率 及 温度 的 相关 性 


Table 4 Correlation between Wolbachia titer and percentage of males of Trichogramma embryophagum or temperature 






































世代 Wolbachia 滴 度 Wolbachia titer 
Generation 22°C 25C 28°C 31°C 
Fi 5.335 +0.009 a(a) 5.397+0.472 a(a) 5.306 +0.938 a(a) 5.015 +0.176 b(a) 
F> 5.344 +0.013 a(a) 5.414+0.045 a(a) 4.833+0.116 b(b) 3.738 +0.017 c(b) 
了 3 5.341 +0.006 a(a) 5.375 +0.041 a(a) 4.319 +0.068 b(c) 2.788 +0.045 c(c) 
Fs 5.328 +0.007 b(a) 5.448 +0.030 a(a) 4.182+0.066 c(c) 1.068 +0.070 d(d) 
Fs 5.337 +0.010 b(a) 5.451 +0.027 a(a) 3.458 +0.018 c(d) 0.000 +0.000 d(e) 
世代 雄 蜂 百分率 Percentage of males 了 
Ceneration 22°C 25°C 28°C 31°C 4 人 
Fi 0.00 +0.00 a(a) 0.00 +0.00 a(a) 0.00 +0.00 a(d) 0.00 +0.00 a(e) 一 R? =0.6386 
上 > 0.00 +0.00 b(a) 0.00 +0.00 b(a) 0.00 +0.00 b(d) 17.56 +1.09 a(d) 72 =0. 8881 R? =0. 8107 
Fs 0.00 +0.00 c(a) 0.00 +0.00 c(a) 8.35 +0.43 b(c) 46.31 +0.66 a(c) 72 =0.9452 R3 =0. 8575 
Fy 0.00 +0.00 c(a) 0.00 +0.00 c(a) 16.37 +0.88 b(b) 82.11+1.21 a(b) 73 =0.9932 R4 =0.9440 
Fs 0.00 +0.00 c(a) 0.00 +0.00 c(a) 36.88 +0.66 b(a) 100.00 +0.00 a(a) 72 =0.9995 R3 =0.9765 





72: 食 胚 赤 眼 蜂 雄 蜂 百 分 率 与 其 体内 Wolbachia 滴 度 的 相关 性 Correlation between percentage of males and Wolbachia titer in T. embryophagum; Rs 
食 胚 赤 眼 蜂 体内 Wolbachia 滴 度 与 温度 的 相关 性 Correlation between Wolbachia titer in T. embryophagum and temperature. 

















以 培养 温度 为 横 坐 标 ,以 各 代 雄 蜂 样本 体内 
wsp 基因 的 起 始 拷贝 数 的 对 数 logSQ 为 纵 坐 标 建立 
坐标 系 ,进行 Wolbachia 滴 度 与 温度 间 的 连续 相关 分 
析 。 由 表 4 可 知 ,在 温度 不 低 于 25% 时 ,宿主 体内 
的 Wolbachia 滴 度 与 温度 呈 负 相关 ,并 且 , 随 着 处 理 
代数 的 增加 ,温度 越 高 ,其 相关 线性 关系 越 好 。 














3 讨论 














本 研究 结果 表明 ,在 温度 高 于 25C 恒温 培养 
时 , 随 着 饲养 代数 的 增加 , 子 代 逐渐 有 雄 蜂 出 现 ( 恢 
复 产 两 性 生殖 ) ,而 且 温 度 越 高 ,出 现 雄 蜂 的 代数 越 
早 ; 在 温度 25% 或 以 下 时 , 随 着 代数 的 增加 , 食 胚 赤 
眼 蜂 旦 孤 峻 生殖 的 生殖 方式 并 未 发 生 改 变 , 子 代 也 
未 发 现 雄 蜂 。 这 种 生殖 方式 的 变化 趋势 与 张海燕 等 
(2009 ) 在 温度 对 感染 Wolbachia 的 松 毛虫 赤 眼 蜂 生 
殖 稳定 性 中 赤 眼 蜂 的 变化 趋势 相同 。 

通过 绝对 定量 方法 对 不 同 温度 和 继 代 处 理 下 ， 
食 胚 赤 眼 蜂 体 内 内 共生 菌 Wolbachia 的 滴 度 绝对 找 












































贝 数 进行 测定 , 发 现 温 度 高 于 25% 时 , 随 着 继 代 培 
养 数 的 增加 , 食 胚 赤 眼 蜂 体 内 Wolbachia 的 滴 度 呈 下 
降 趋势 ,温度 越 高 ,下 降 趋势 明显 加 快 ;在 温度 不 高 
于 25% 时 ,内 共生 菌 Wolbachia 的 滴 度 在 食 胚 赤 眼 
蜂 体内 较 稳 定 , 未 有 明显 的 变化 ,表明 食 胚 赤 眼 蜂 体 
内 Wolbachia 的 量 的 变化 与 食 胚 杰 眼 蜂 的 生殖 特性 
的 变化 趋势 是 一 致 的 。 结 果 表 明 , 高 温 可 改变 营 孤 
上 峻 生殖 赤 了 眼 蜂 的 生殖 方式 及 其 体内 Wolbachia 含量 ， 
且 随 着 温度 的 升 高 以 及 处 理 时间 的 延长 作用 显著 ， 
即 高 温 对 营 孤 上 肉 生 殖 赤 眼 蜂 生 殖 方 式 改 变 程 度 与 其 
体内 Wolbachia 含量 负 相 关 , 而 Wolbachia 含量 与 宿 
主 生殖 方式 和 强度 正 相 关 。 另 外 ,在 28% 时 , 食 胚 
亦 眼 蜂 雌 蜂 率 在 F, 代 略 有 下 降 , 但 在 了 代 才 开始 
有 雄 蜂 出 现 ,而 其 体内 Wolbachia 含量 也 是 在 了 代 
即 有 所 人 下降。 这 种 现象 也 曾 在 Bordenstein 和 
Bordenstein (2011) 文中 出 现 : 只 有 Wolbachia 滴 度 
达到 一 定 阀 值 ,温度 才能 调控 寄生 蜂 CI 生殖 方式 。 
可 见 温度 对 BL 食 胚 赤 眼 蜂 的 影响 与 其 对 CI 寄生 蜂 
的 影响 类 似 。 
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另外 ,Bordenstein 等 (2006) 在 研究 中 发 现 CI 强 
度 与 Wolbachia 滴 度 正 相 关 , 与 哈 菌 体 滴 度 负 相 关 ， 
Wolbachia 滴 度 与 哈 菌 体 滴 度 负 相关 。Bordenstein 
和 Bordenstein(2011 ) 在 温度 对 模式 寄生 蜂 Nasonia 
vitripennis 影响 的 研究 指出 低温 (18C) 和 高 温 
(30%C ) 显著 影响 Wolbachia 和 哈 菌 体 WO 的 滴 度 ， 
都 导致 了 Wolbachia 滴 度 的 降低 , 即 温度 同 时 影响 鸣 
菌 体 WO 滴 度 ,共生 菌 滴 度 和 CI 外 显 性 。 因 此 鸣 菌 
体 WO 亦 可 能 是 导致 Wolbachia 滴 度 变化 和 PI 赤 眼 
蜂 生 和 殖 方式 改变 的 原因 ,但 其 具体 相关 性 及 调控 机 
制 还 有 待 进一步 研究 验证 。 

长 期 以 来 ,温度 对 Wolbachia 影响 的 研究 主要 集 
中 在 PI 宿主 的 生物 学 特性 和 CI 宿主 上 。 其 导致 
Wolbachia 的 去 除 和 PI 赤 眼 蜂 生 殖 方 式 改变 现象 的 
具体 原因 仍 不 清楚 。 该 研究 通过 绝对 定量 方法 定量 
分 析 感 染 态 食 胚 赤 眼 蜂 生 物 学 特性 与 其 体内 
Wolbachia 滴 度 的 相关 性 ,明确 了 温度 对 宿主 昆虫 体 
Wolbachia 滴 度 的 影响 , 前述 了 温度 介 导 的 
Wolbachia 调控 PI 赤 眼 蜂 生殖 的 现象 ,丰富 了 共生 
Wolbachia 对 宿主 生殖 调控 的 理论 ,为 进一步 分 析 
Wolbachia 调控 宿主 PI 生殖 的 分 子 机 制药 定 了 
基础 。 
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